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研究成果の概要（和文）：CD4 T 細胞を IL-23または IL-12 存在下に培養し、Th17 細胞および
Th1細胞を誘導した。IL-17または IFN-gamma産生細胞分離キットで Th17細胞及び Th1細胞を
単離し、培養上清を採取した。Th17 細胞の培養上清は血管新生活性を有し、一部 IL-17A 抗体
で阻害された。さらに、Th17 細胞の培養上清は、HMVEC の遊走を促進した。また、Th17 細胞、
肺癌細胞及び線維芽細胞を共培養すると、培養液中の血管新生因子の濃度か有意に増加した。 
 
研究成果の概要（英文）： Th17 cells were isolated and culture supernatants were collected. 
Culture supernatants of Th17 cells were found to have the activity to induce neovascular 
formation, and this activity was inhibited, in part, by an anti-IL-17 antibody. 
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１．研究開始当初の背景 
我々のこれまでの研究により、CD4 T 細胞よ
り産生される IL-17 が新規血管新生因子で
あり、血管内皮細胞の遊走及び管腔形成を促
進すること、レトロウイルスベクターにより 
IL-17 を遺伝子導入した癌細胞は、親株の癌
細胞や Neo 耐性遺伝子を遺伝子導入した癌
細胞に比較して、同系マウスでの in vivo の
増殖が著明に促進すること、IL-17 を遺伝子
導入した癌細胞は腫瘍血管新生能が増強し、
癌組織の血管密度が著明に増加することな
どが明らかとなった  (Numasaki et al., 
Blood 2003)。さらに、IL-17 は非小細胞肺
癌細胞の主要な血管新生因子 IL-8、ENA-78 
及び GRO-α の産生を促進することにより、
非小細胞肺癌細胞の腫瘍血管新生能を増強
すること、IL-17 cDNA を遺伝子導入した非
小細胞肺癌細胞は、SCID マウスでの in vivo 
の増殖が増強すること、RT-PCR 法による検
討で約 60 ％の手術摘出非小細胞肺癌組織
で IL-17 mRNA の発現が認められ、肺癌組織
での IL-17 mRNA の発現量と血管密度には正
の相関があること、免疫組織染色法での検討
の結果、肺癌組織で IL-17 を産生している
細胞は肺癌組織に浸潤している T 細胞及び
多 核 白 血 球 で あ る こ と を 報 告 し た 
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(Numasaki et al., J. Immunol. 2005)。ま
た、IL-17 が肺繊維芽細胞からの VEGF や 
HGF など多種類の血管新生因子の産生を増
強すること  (Numasaki et al., Immunol. 
Lett. 2004)、IL-17 が bFGF、HGF 及び VEGF 
の誘導する血管内皮細胞の増殖を増強する
ことを明らかにした (Takahashi et al., 
Immunol. Lett. 2005)。IL-17 を産生する 
CD4 T 細胞は、T helper type 1 (Th1) や Th2 
細胞とは全く異なる新規の  T ヘルパー 
subset Th17 細胞であることが報告された 
(Nat. Immunol. 2005)。Th17 細胞と癌との
関係に関しては、癌細胞の産生する乳酸が 
Th17 細胞に作用し、IL-17 の産生を増強す
ること (J. Immunol. 2007)、さらに卵巣癌
と末梢血 naïve CD4 T 細胞の共培養系にて、
高い確立で IL-17 を産生する Th17 細胞が
誘導され、卵巣癌組織に Th17 細胞が密に浸
潤していることが報告された (Proc. Natl. 
Acad. Sci. U S A. 2008)。我々は健常人末
梢血 CD4 T 細胞より Th17 細胞を誘導し、
Th17 細胞と非小細胞肺癌細胞や肺繊維芽細
胞をトランスウエルで共培養し、養液中の 
VEGF などの多種類の血管新生因子の濃度を
測定し、共培養液中の血管新生因子の濃度が 
Th17 細胞、肺癌細胞や肺繊維芽細胞を単独
で培養した際の培養液中の濃度に比較して 
3〜7 倍程度高くなることを見出した。我々
は、これまでの研究成果及び他の研究グルー
プの研究報告を基に、Th17 細胞は IL-17 な
どの液性因子を産生することで血管新生を
促進する細胞であり、リンパ球は IFN-gamma 
を産生することで血管新生を阻害する Th1 
細胞と血管新生を促進する Th17 細胞のバ
ランスにより生体内の血管新生をレギュレ
ーションしているのではないかと推測して
いた。 
 
２．研究の目的 
腫瘍関連マクロファージなどとは異なり、む
しろ癌の増殖を抑制する役割を担うと考え
られてきたリンパ球の一種である Th17 細
胞が、血管新生を促進する生物活性を有する
細胞であり、癌−間質相互作用により腫瘍血
管新生を増強し、非小細胞癌の増殖を促進す
るという新しい知見を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
Th17 細胞が血管新生を促進する細胞である
ことを証明するために、まず Th17 細胞を誘
導・増殖させ、ヒト IL-17A 産生細胞分離キ
ットで単離する。単離した Th17 細胞の培養
上清に、新生血管を誘導する活性があるかを 
angiogenesis kit を用いて検討する。さら
に、 SCID マウスの系で  Th17 を用いた 
matrigel assay 及び mouse dorsal air sac 
assay を行い、一部の実験では阻害抗体を用
いて Th17 細胞の血管新生活性を介在する
因子を同定する。次に、CEA に反応する Th17 
細胞を人工的に作製、さらに MHC class II 
を発現している非小細胞肺癌を作製し、この
細胞を用いて非小細胞肺癌細胞に特異的に
反応する Th17 細胞を樹立し、これらの細胞
を用いることにより生体内で Th17 細胞が
癌−間質相互作用により癌組織の血管新生を
促進し、非小細胞肺癌の増殖を助長する細胞
であることを、SCID マウスに非小細胞肺癌
を移植した in vivo の系で検討する。 
 
４．研究成果 
健康なボランティアの末梢血から比重遠心
分離法で分離した単核球より、human CD4 T 
Cell Isolation Kit II (Miltenyi Biotec) を
使用して CD4 T 細胞を単離した。Anti-human 
CD3 monoclonal antibody (mAb) と 
anti-human CD28 mAb を  coating し た 
culture plate で、単離した CD4 T 細胞を 
IL-23 存在下に７〜１４日間培養し、IL-17A 
産生を特徴とする Th17 細胞を誘導・増殖さ
せた。同様に、 anti-human CD3 mAb と 
anti-human CD28 mAb を  coating し た 
culture plate で、分離した CD4 T 細胞を 
IL-12 存在下に  ７〜１４  間培養し、
IFN-gamma 産生を特徴とする Th1 細胞を誘
導・増殖させた。増殖した細胞中の Th17 細
胞及び Th1 細胞の比率を、各々の細胞の 
IL-17A と IFN-gamma の細胞内発現を flow 
cytometry で検討し確認した。誘導・増殖さ
せた細胞中の Th17 細胞及び Th1 細胞をヒ
ト IL-17A 産生細胞分離キット及びヒト 
IFN-gamma 産生細胞分離キットで単離する
ことに成功した。分離した Th17 細胞をさら
に IL-23 存在下に anti-human CD3 mAb と 
anti-human CD28 mAb で刺激し、培養上清を
採取した。同様に、分離した Th1 細胞をさ
らに IL-12 存在下に anti-human CD3 mAb 
と anti-human CD28 mAb で刺激し、培養上
清を採取した。Th17 細胞の培養上清が血管
新生活性を有するか、angiogenesis kit を
用いて検討した。その結果、Th17 細胞の培
養上清が血管を新生する活性を有すること
が判明した。Th17 細胞の培養上清が有する
血管を新生する活性は、抗 IL-17A 阻害抗体
により減弱することが判明した。さらに、
Th17 細胞の培養上清が  human dermal 
microvascular endothelial cell (HMVEC) の
遊走を刺激するか検討した結果、Th17 細胞
の培養上清は、HMVEC の遊走を促進すること
が判明した。また、Th17細胞、肺癌細胞及び
線維芽細胞を共培養すると、 ントローの
培養系と比較して培養液中の血管新生因子
濃度が有意に増加することを見出した。Th17
細胞を担癌 SCID マウスの尾静脈より数回
投与した場合は、 ントロールの細胞を投与
  
した癌組織の 増殖と比較して増殖速度に変
化は認められなかった。 
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